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INDEXKORREKTURSTRATEGIEN FUR ILLUMINA DNA PCR-FREE PREP

Hohere minimale Coverage bei
multiplexierten Proben

[llumina DNA PCR-Free Prep, Tagmentation

(lumina DNA PCR-Free) bietet eine optimierte
Bibliotheksvorbereitungslosung flr eine Vielzahl von
Anwendungen bei der Genomsequenzierung (WGS,
Whole-Genome Sequencing). Auf Basis von Chemie mit
Bead-gebundenen Transposons erzielt lllumina DNA
PCR-Free eine gleichmaBige Coverage des gesamten
Genoms und ermoglicht ein einfaches volumenbasiertes
Bibliothekspooling." 2 Mit lllumina DNA PCR-Free und dem
NovaSeq" 6000 System oder der NovaSeq X Series kénnen
Hochdurchsatzlabore WGS-Bibliotheken multiplexieren

und damit maximale Effizienz erzielen. Das gleichméaBige
Sequenzierungsergebnis bei multiplexierten WGS-Proben
ermdglicht Anwendern die Analyse von mehr Proben pro
FlieBzelle und zugleich die flr ein sicheres Varianten-Calling
erforderliche minimale Coverage.

Die Coverage-Tiefe der einzelnen Proben ist von
unterschiedlichen Faktoren abhangig, darunter das
Gesamtsequenzierungsergebnis, die Anzahl der Proben
pro FlieBzelle und die Variabilitdt des Probenergebnisses.
Anwender kénnen die Anzahl der Proben pro Lauf erhéhen,
die bei der Sequenzierung die gewlnschte Coverage
erzielen, indem sie die mittlere Coverage aller Proben
erhdhen oder die Variation zwischen den Proben reduzieren
(Abbildung 1). Sowohl die Qualitat der DNA-Zugabe als
auch die Pipettiervariabilitat und die Indexperformance
tragen zur Variabilitat des Sequenzierungsergebnisses flr
die einzelnen Proben bei. Im Mittelpunkt des vorliegenden
technischen Hinweises steht eine Strategie zur Minderung
von Varianz durch die Indexperformance.

Proben mit
Coverage
unter 30 %

Anzahl der Proben

Sequenzergebnis je Probe

Abbildung 1: Verbesserung des minimalen Sequenzierungs-
ergebnisses fur die einzelnen Proben: Bei mehr Proben wird
eine mindestens 30-fache Coverage mit einem héheren
Sequenzierungsergebnis (blau gepunktet) oder geringerer
Varianz (orange) erzielt.
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Einfluss der Indexperformance auf
die Proben-Coverage

lllumina DNA/RNA Unique Dual (UD) Indexes, Tagmentation
sind in vier Satzen mit 96 Indexpaaren (Satz A, B, C und D)
fUr insgesamt 384 Indexpaare erhaltlich. Bei Verwendung
mit lllumina DNA PCR-Free” und dem NovaSeq 6000
System oder der NovaSeq X Series' ergibt sich bei
bestimmten Indexpaaren konsistent ein hoheres oder
niedrigeres Sequenzierungsergebnis. Bei Indexpaaren

mit unterdurchschnittlicher Performance ergibt sich eine
Coverage, die unter der fur diese Proben gewlnschten
liegt, wéhrend Indexpaare mit tGberdurchschnittlicher
Performance den Anteil der Reads bei anderen Proben
reduzieren kénnen.

Der Nachweis der Variabilitat der Proben-Coverage
aufgrund der Indexsequenz erfolgte anhand einer
modifizierten Version des lllumina DNA PCR-Free-
Protokolls zur Bibliotheksvorbereitung. Als Zugabe wurde
genomische DNA einer humanen Zelllinie (Coriell Institute,
Probe NA12878) verwendet. Alle Proben wurden in

groBen Mengen vorbereitet, um das mit der Qualitat der
DNA-Zugabe bzw. mit Pipettierungsfehlern verbundene
Rauschen zu reduzieren. Beim Indizierungsschritt wurden
Proben zur Indizierung Uber eine 96-Well-Platte aliquotiert
und anschlieBend zur GréBenauswahlbereinigung erneut
gepoolt.* Mehrere Bediener flhrten insgesamt drei bis finf
Replikate fur alle UD-Indexsatze mithilfe manueller Pipetten
durch. Fur die Indexreprasentation wurde jeder 96-Proben-
Satz auf einer einzelnen Lane einer NovaSeq 6000 S4-
FlieBzelle mit dem Xp-Workflow sequenziert.

Die normalisierte Indexperformance™ wird flr die
UD-Indexséatze A und B (Tabelle 1) und die Satze C und D
(Tabelle 2) dargestellt. Fir diesen Datensatz gilt Folgendes:

« Im Schnitt wichen 32 Indexpaare in einem Satz
mit 96 Paaren um mehr als 15 % von der mittleren
Performance ab (blaue Wells).

« Auf jeder Platte zeigte sich bei bestimmten Indexpaaren
(dunkelblaue Wells) in der Regel ein um mindestens 30 %
nach unten abweichendes Ergebnis, wodurch diese
Indizes Coverage-Ziele mit hoher Wahrscheinlichkeit
nicht erreichen.

* lllumina DNA PCR-Free zeichnet sich durch eine einzigartige
Indizierungschemie aus. Die Daten zur Indexperformance
gelten nicht fir andere Bibliotheksvorbereitungskits.

T Eine gewisse Indexvariabilitat ist auf Clustering
zurlickzuflhren. Die Daten zur Indexperformance
sind sequenziersystemspezifisch.

1 Die GroBenauswahl mit SPRI (Solid Phase Reversible
Immobilization, reversible Immobilisierung der Festphase)
umfasst zahlreiche Pipettierungsschritte mit einem viskosen
Reagenz, die zusatzliche Variationen verursachen konnen.
Durch Poolen von Proben unmittelbar nach der Indizierung
konnte die interne Variation reduziert werden (Daten nicht
dargestellt).
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Tabelle 1: Normalisierte Indexperformance beim 96-Well-Plattenlayout fur lllumina DNA PCR-Free sowie
UD-Indexsatz A und B

Satz A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1,03 1,03
1,08 0,96
0,96

1,05

0,92 1,01
0,95 1,09
1,08 0,98
0,96 110

Die Bibliotheksvorbereitung erfolgte manuell anhand von Replikaten von n = 3 (Satz A) bzw. n = 5 (Satz B) mit lllumina DNA PCR-Free Prep. Die Sequenzierung wurde
auf dem NovaSeq 6000 System durchgefihrt. Die Indexreprésentation blau markierter Wells weicht um mehr als 15 % vom Median ab. Indexpaare mit einer konsistent
um mindestens 30 % nach unten abweichenden Performance (2 aus Satz A, 3 aus Satz B) sind dunkelblau hervorgehoben. Aktuelle Indexreprasentationsdaten und
berechnete Korrekturfaktoren kénnen als Excel-Datei (,lllumina DNA PCR-Free Prep Index Correction”) auf der Registerkarte ,Documentation” (Dokumentation) unter
illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/dna-pcr-free-prep.html heruntergeladen werden.

» Beieinzelnen Plattenspalten zeigten keine Indexpaare Dies legt nahe, dass es sich bei der Performance von
oder nur ein Indexpaar eine Abweichung > 15 % vom AusreiBern nicht einfach um Rauschen, sondern um
Median, woraus sich eine hdhere Performance als bei eine grundlegende Eigenschaft der verwendeten
der Gesamtplatte ergibt. Indexpaare handelt. Aus der konsistenten Variabilitat

der Indexperformance lasst sich eine klare Strategie

far die ,Indexkorrektur”in Bezug auf die typische
Indexperformance ableiten. Im Prinzip mUsste sich die
variable Indexreprasentation durch die Anpassung des
Volumens bestimmter Bibliotheken beim Pooling vor der
Sequenzierung kompensieren lassen. Es ist anzunehmen,
dass Indexpaare mit guter Performance eine geringe
Variabilitat aufweisen, wahrend es sich bei Indexpaaren
mit konsistenter Abweichung vom Median um Kandidaten
fur die Indexkorrektur handelt.

Die Indexperformance war replikatibergreifend konsistent
(R?=0,54-0,80). Beispielsweise zeigt sich bei der
Konzentration auf vier Replikate aus der zweiten Spalte

der 96-Well-Platte fur UD-Indexsatz B (Abbildung 2) ein
konsistentes Muster bei der Uber- und Unterreprasentation
in Bezug auf den Index.
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Tabelle 2: Normalisierte Indexperformance beim 96-Well-Plattenlayout fur Illumina DNA PCR-Free sowie
UD-Indexsatz C und D

SatzC 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 N 12

Die Bibliotheksvorbereitung erfolgte manuell anhand von Replikaten von n = 4 (Satz C) bzw. n = 3 (Satz D) mit lllumina DNA PCR-Free Prep. Die Sequenzierung wurde
auf dem NovaSeq 6000 System durchgefiihrt. Die Indexreprésentation blau markierter Wells weicht um mehr als 15 % vom Median ab. Indexpaare mit einer konsistent
um mindestens 30 % nach unten abweichenden Performance (4 aus Satz C, 1 aus Satz D) sind dunkelblau hervorgehoben. Aktuelle Indexrepréasentationsdaten und
berechnete Korrekturfaktoren kdnnen als Excel-Datei (,lllumina DNA PCR-Free Prep Index Correction”) auf der Registerkarte ,Documentation” (Dokumentation) unter
illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/dna-pcr-free-prep.html heruntergeladen werden.
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Verringern der Variabilitat bei
der Indexperformance

Anhand des Umkehrwerts der mittleren Indexreprasentation
flr jedes in Tabelle 1 und Tabelle 2 dargestellte Indexpaar
wurden Indexkorrekturfaktoren generiert. Durch die
Multiplikation mit diesen Faktoren zur Anpassung des
Volumens der einzelnen Proben beim Pooling (Zugabe

von weniger Uberreprasentierten Indizes und mehr
unterreprasentierten Indizes) lasst sich bei den Proben eine
ausgeglichene Anzahl an Sequenzierungs-Reads erzielen.

Verwendung einer Medianabweichung von 10 % als
Schwellenwert fur die Indexkorrektur

Diese Strategie wurde geprift, indem
Indexkorrekturfaktoren bei allen vier UD-Indexsatzen
fur Indexpaare mit einer Abweichung vom Median um
mindestens 10 % angewendet wurden (Abbildung 3).
Die Anordnung der 384 Indexpaare nach nicht korrigierter
mittlerer Indexreprasentation ergab ein lineares Muster
mit guter Korrelation Gber vier Replikate (R2= 0,75) und
einem breiten Variabilitatsbereich (Variationskoeffizient
(Coefficient of Variation); CV = 17 %). Im Anschluss an
die Indexkorrektur wurde die Variation der Indexleistung
reduziert (CV = 11 %). Die korrigierten Werte korrelierten
nicht mehr mit der Performance vor der Korrektur
(R2=0,006).

Normalisierte Indexperformance

384 Indizes sortiert nach nicht korrigierter
mittlerer Indexreprasentation

Abbildung 3: Die volumenbasierte Indexkorrektur beseitigt
indexspezifische Variationen der Performance: 384 Indexpaare,
die fur Versuche ohne Korrektur nach Sequenzierungsergebnis
geordnet sind (links = niedrigstes, rechts = hochstes). Nicht
korrigierte Indizes (blau) zeigten einen CV von 17 %. Korrigierte
Indizes (orange) zeigten einen verbesserten CV von 11 %.
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Verwendung einer Medianabweichung von 15 % als
Schwellenwert fur die Indexkorrektur

Zur Nachbereitung erstellte ein Bediener Bibliotheken mit
allen 96 Indexpaaren aus UD-Indexsatz B (Abbildung 4A).
Zur Reduzierung des Rauschens aufgrund von Fehlern bei
der manuellen Pipettierung wurde der Schwellenwert flr
die Indexkorrektur von 10 % auf 15 % erhdht. Im Anschluss
an die Indizierung wurden Bibliotheken zur GréBenauswahl
in gleichen Volumina (blau) oder unter Anwendung von
Korrekturfaktoren fur alle Indizes gepoolt, die mindestens
15 % vom Median (orange) abwichen. Die Gesamtvariation
verringerte sich durch die Indexkorrektur von einem

CV von 19 % (nicht korrigiert) auf 10 % (korrigiert).

Bei erneuter Konzentration auf die zweite Plattenspalte

flr UD-Indexsatz B (Abbildung 4B) zeigten sich Indexpaare,
die gegenuber normalen Paaren durchgehend eine

nach unten (B-2D) oder oben (B-2F) abweichende
Performance lieferten.
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Abbildung 4: Die Indexkorrektur reduziert die Variabilitat der
Indexperformance: (A) 96 Indexpaare aus UD-Indexsatz B. (B)
Acht Indexpaare aus UD-Indexsatz B, Spalte 2. Nicht korrigierte
Indizes (blau) zeigten einen CV von 19 %. Korrigierte Indizes
(orange) zeigten einen verbesserten CV von 10 %. Indexpaare mit
einer Abweichung vom Median um mehr als 20 % (B-2D und
B-2F) zeigten nach der Korrektur eine dem Median
entsprechende Indexperformance.
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Ein letzter Versuch konzentrierte sich auf drei Plattenspalten
(7,8, 9) aus UD-Indexsatz B und beinhaltete die Korrektur
von 11 Indexpaaren, die in der Regel eine Abweichung

von mindestens 15 % vom Median zeigten. Alle 24 Proben
fur die jeweilige Bedingung (korrigiert oder nicht

korrigiert) wurden auf einer NovaSeq 6000 S4-FlieBzelle
analysiert (Abbildung 5). Wie erwartet sank der CV der
Indexrepréasentation von 18 % (nicht korrigiert) auf 7 %
(korrigiert). Obwohl die mittlere Coverage bei Einbeziehung
aller Proben konsistent blieb, lag die minimale Coverage fur
die korrigierten Proben héher (Daten nicht dargestellt).

6,0
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2,0

Indexreprasentation (%)

1,0

Abbildung 5: Die Indexkorrektur verringerte die Variabilitat
zwischen Proben, die auf derselben FlieBzelle sequenziert
wurden: Indexperformance fur Bibliotheken mit 24 Indexpaaren
aus UD-Indexsatz B, Plattenspalten 7, 8 und 9. Nicht korrigierte
Indizes (blau) zeigten einen CV von 18 %. Korrigierte Indizes
(orange) zeigten einen verbesserten CV von 7 %.

Weniger Abfall und geringere
Sequenzierungskosten bei
Hochdurchsatz-Studien

Auswahl der Indexpaare mit der besten Performance

Diese Zahlen zur Indexperformance von lllumina DNA
PCR-Free geben an, bei welchen Indizes eine bessere
Coverage zu erwarten ist und welche Spalten eine geringe
Variation der Indexperformance aufweisen (Tabelle 3,
orange hervorgehoben). Auf einer Platte mit 96 Proben
betragt der typische CV der Indexreprasentation 15 bis

20 %. Kunden, die Unterabschnitte einer Platte verwenden,
koénnen die Performance ohne Korrektur verbessern, indem
sie Spalten mit dem niedrigsten CV auswahlen.

Reduzierung der Variabilitat durch Verwendung von
Indexkorrekturfaktoren

Diese Ergebnisse veranschaulichen auBerdem, dass sich
eine unzureichende Indexperformance durch Anpassung
der Bibliotheksvolumina beim Pooling korrigieren I&sst.
Durch das volumenbasierte Probenpooling anhand der
Indexkorrekturfaktoren aus diesem Datensatz lieB sich die
Variation zuverldssig reduzieren. Eine mogliche Fehlerquelle
bei der manuellen Verarbeitung besteht in der Korrektur zu
vieler Indexpaare. Die manuelle Korrektur von Indizes ist
ein aufwendiges Verfahren, durch das sich das Rauschen
aufgrund von Pipettierungsfehlern erhéhen kann. Bei einem
héheren Schwellenwert fur die Indexkorrektur (d. h. der
Korrektur von Indizes mit einer Performanceabweichung
von > 15 % vom Median gegenUlber einer Abweichung

von > 10 % vom Median) zeigten sich bessere Ergebnisse.
Selbst die Korrektur einer geringen Anzahl der Indexpaare
mit der geringsten Performance lasst erwarten, dass
bestimmte Proben die erforderliche minimale Coverage
erreichen und daher einbezogen werden kénnen.

Tabelle 3: Indexperformancevariabilitédt (CV) nach Plattenspalte und nach Platte fur lllumina-DNA/RNA-UD-Indizes

Spalte? 1 2 8 4 5 6

7 8 9 10 N 12 Platte®

SatzA  129% 147% 181% 207% 125% 167%

Satz B 13,8% 226% 141%

SatzC 19,9 % 126% 183% 257%

181% 175% 14,4% 19,8%

14,9 %

13,4 %

SatzD  193% 14,4% 131% 19,3 %

14,8 %

197% 206% 154%

N8% 205% 128% 155% MNM2% 157 %

127% 142% 194% 171% 168% 151%

a. Der CV wurde anhand der mittleren Indexperformancedaten in Tabelle 1 und Tabelle 2 berechnet. Die Bibliotheksvorbereitung erfolgte manuell anhand von 3 bis 5 Replikaten
mit lllumina DNA PCR-Free Prep. Die Sequenzierung wurde auf dem NovaSeq 6000 System durchgefiihrt. Die Hervorhebungen zeigen Spalten mit einer Indexreprasentation
von weniger als 10 % (dunkelorange) bzw. weniger als 15 % (hellorange).

b. Wéhrend der Saulen-CV zwischen 6,4 % und 25,7 % liegt, reicht der CV der 96-Well-Platte nur von 15,1 % bis 16,6 %.
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Betrachten Sie die Indexkorrektur als dynamischen
Prozess mit iterativen Anpassungen wahrend der
laufenden Datenerfassung. Diese Daten liefern einen
Ausgangspunkt fir weitere Studien.® Die Vorteile lassen
sich unter Umstanden unter Einsatz von Automatisierung
voll ausschopfen.

Zusammenfassung

Die Indexperformance ist ein wichtiger Faktor fur die
Variabilitat der Proben-Coverage bei Versuchen mit lllumina
DNA PCR-Free und dem NovaSeq 6000 System oder

der NovaSeq X Series. Bei bestimmten Indexsequenzen
wird konsistent eine hdheres oder niedrigeres Ergebnis
erzielt. Durch die Anpassung der Volumina beim Pooling
lasst sich die Variabilitat des Sequenzierungsergebnisses
zwischen Proben reduzieren, die auf derselben FlieBzelle
sequenziert werden. Hierdurch erhoht sich zwar nicht
das Gesamtergebnis der Sequenzierung, daflr jedoch
die minimale Coverage, wodurch sich die Anzahl der
Proben unterhalb eines Mindestschwellenwerts fur

die Coverage reduziert. Labore, die im Bereich der
Populationsgenomikforschung tatig sind und andere
Human-WGS-Anwendungen mit hohem Durchsatz
durchfihren, kdnnen den Probendurchsatz anhand der
bereitgestellten Daten optimieren und Abfall vermeiden.

§ Es stehen aktuelle Indexreprasentationsdaten und berechnete
Korrekturfaktoren flr v3-Indexsatze zur Verwendung mit
lllumina DNA PCR-Free fur das NovaSeq 6000 System und
die NovaSeq X Series zur Verfligung. Laden Sie die Excel-
Datei ,lllumina DNA PCR-Free Prep Index Correction” auf
der Registerkarte ,Documentation” (Dokumentation) unter
illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-
kits/dna-pcr-free-prep.html herunter.

iHumina

Weitere Informationen

[llumina DNA PCR-Free Prep
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